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Abstract:

Vaccine production techniques have progressed and what was once the theoretical evolution of
molecular biology technologies could be put into practice today by existing subunit vaccines, which use
peptides, or messenger RNA (mRNA). In the event of a devastating pandemic, obtaining vaccines in a short
time to stop this evolution is a priority, through the sustained effort of researchers supported by a huge
financial effort. This goal is achieved faster because these vaccines had a history, unfinished studies in
different phases of evolution.

Rezumat:

Tehnicile de producere ale vaccinurilor au progresat si evolutia initial teoreticd a tehnologiilor
biologiei moleculare a putut fi pusd in practica, in prezent existdnd vaccinuri subunitare care utilizeaza
peptide, sau ARN mesager (ARNm).

In situatia unei pandemii devastatoare, obtinerea intr-un timp cit mai scurt a unor vaccinuri care si
stopeze aceastd evolutie este prioritard, fiind necesar un efort financiar urias. Acest scop este atins cu atat mai
repede cu cit aceste vaccinuri aveau in istoric studii in diferite faze de evolutie, dar nefinalizate
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Introducere provoaca raspunsuri imune celulare puternice,

Abordarea medicala ideala pentru preve- esentiale pentru eradicarea multor agenti
nirea si controlul bolilor infectioase este vacci- patogeni intracelulari.
narea, administrarea vaccinurilor de-a lungul Vaccinurile pot prezenta si aspecte inde-
timpului salvand milioane de vieti si 1n acelasi zirabile, de exemplu 1n cazul celor inactivate,
timp economisind sume impresionante prin evi- prezenta unor mutatii la nivelul antigenelor de
tarea aparitiei bolilor respective. Utilizarea suprafatd ai agentilor patogeni putind sd con-
vaccinurilor vii atenuate sau inactivate pe scard  ducd la sciderea eficacitatii acestora. In situatia
largd a condus in timp la controlul si eradicarea vaccinurilor vii atenuate apare posibilitatea de a
multor boli infectioase grave la om: poliomie- provoca boli la indivizii imuno-compromisi si
lita, rujeola, parotidita epidemica, rubeola, vari- posibilitatea revenirii la o forma virulentd prin
cela, variola. Succesul impresionant al vacci- pasaje repetate, sau a recombindrii cu tulpini de
nurilor in prevenirea aparitiei bolilor infectioase tip sdlbatic circulante (Li J, 2009; Zhou B, 2016).
a determinat cercetatorii sa-si indrepte atentia si ~ Vaccinurile subunitare si peptidice sunt mai
catre posibilitatea utilizarii acestora nu numai putin eficiente n obtinerea unui raspuns imun
pentru prevenirea aparitiei diferitelor forme de CD8 + robust, important mai ales in situatia
cancer, dar si pentru tratarea lor (Lents MP, agentilor patogeni intracelulari, virusuri si a
2018;Cuzick J, 2017). unor bacterii (Baitsch L, 2011; Li J, 2014).

Cercetarile au elucidat mecanismele prin Vaccinarea cu vaccinuri pe bazd de acid
care vaccinurile declanseaza raspunsul imun, nucleic imitd infectia sau imunizarea cu micro-
astfel administrarea vaccinurilor inactivate, de- organisme vii si stimuleaza intens raspunsul
termind protectie prin intermediul anticorpilor imunitar al limfocitelor T precum si raspunsul
specifici antigenului, vaccinurile vii atenuate imun al celulelor B (Pardi N, 2018; Hollister K,
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2014). Mai mult, fabricarea vaccinului pe baza
de acid nucleic este sigurd si economiseste timp,
evitand riscul de contaminare cu agenti
infectiosi vii.

Istoricul vaccinurilor ARNm

Desi vaccinurile cu ARNm au fost testate
pentru prima data la inceputul anilor 1990, acestea
nu au fost initial utilizate pe scara largd din cauza
fragilitatii mari (pdastrarea lor necesitand
temperaturi extrem de scazute, inaccesibile),
precum si a capacitatii de productie la scara mica.
In anul 1995 Ross si colaboratorii au publicat un
articol in care propuneau solutii pentru rezolvarea
acestor inconveniente (Ross J, 1995).

La inceputul anilor 1990 cercetdtoarea
Katalin Kariko de la Universitatea Pennsylvania
a inceput sa testeze tehnologia ARNm ca o
forma de terapie genicd. In ultimii 15 ani
aceasta a facut echipa cu dr. Drew Weissman, un
expert in boli infectioase de la Universitatea
Penn, pentru a aplica tehnologia ARNm in dez-
voltarea unor vaccinuri care ar putea fi utile
pentru combaterea rapidd a unei posibile pande-
mii. Practic ambii se gandeau ca aceasta tehno-
logie poate sa fie utilizatd in situatia unei pan-
demii de gripa. Pentru producerea unui vaccin
gripal rapid cu tehnica ARNm ai nevoie doar de
secventa genetica a virusului. Folosind metodele
traditionale, trebuie sd izolezi virusul, sa 1l
dezactivezi si sda 1l purifici, procedee care
necesita timp.

Timpul a fost un inamic redutabil si in si-
tuatia pandemiei cu coronavirus de aceea a doua
zi dupad ce cercetdtorii chinezii au dezvoltat
secventa geneticd a virusului SARS-CoV-2
Weissman, Kariko si altii au pus in practica
ideea dezvoltarii unui vaccin ARNm prin
administrarea acestuia la animale

In demersurile lor Weissman, alituri de
Kariko a ajutat la dezvoltarea vaccinului anti-
Covid al Pfizer/BioNTech. S-au bazat si pe cele
5 studii clinice in faza 1 care erau deja incepute
inainte de aparitia COVID. (Kariko K, 2011;
Weissman B, 2013).

Studiile au inclus vaccinuri ARNm
produse sintetic printr-o reactie de transcriptie
enzimaticd acelulard. Reactia de transcriere in
vitro include mai multe elemente: un ADN
plasmid liniar care codificd vaccinul ARNm ca
sablon, o ARN polimeraza recombinantd si

trifosfatii nucleozidici ca elemente esentiale. De
retinut este faptul cd studiile derulate au
demonstrat ca aceste vaccinuri nu se pot integra
potential in genomul gazda si vor fi degradate in
mod natural in timpul procesului de exprimare a
antigenului.

Vaccinurile ARNm au fost raportate a fi
eficiente pentru prima data de Wolff si colab.
(Wolff JA, 1990)

Eficienta vaccinurilor ARNm

In stabilirea eficientei unui vaccin ARNm
sunt luate in considerare doua caracteristici.
Acestea sunt stabilitatea produsului si capaci-
tatea translationald a ARNm (Weissman B, 2015;
Sahin U, 2014). In procesul translatiei, puritatea
ARNm determina stabilitatea si randamentul
sintezei proteice (Probst J, 2007). Contaminarea
cu fractii ARN aberante rezultate in urma
activitatii ARN-polimerazei duce la inhibarea
procesului translational si degradarea ARNm
celular si ribozomal, astfel scazand expresia
proteica, prin intreruperea  mecanismului
translational. Procesul translational poate creste
semnificativ prin eliminarea fractiunilor de
ARN aberant, aceasta realizandu-se (Kariko K,
2011) prin procese de purificare. In acest scop s-
a recurs la utilizarea clorurii de litiu (LiCl), dar
fara rezultate multumitoare. In schimb metodele
de purificare prin cromatografie lichida cu
proteine rapide (FPLC, Fast Protein Liquid
Chromatography) sau cromatografie de lichide
de inaltd performantda (HPLC, High Perfor-
mance Liquid Chromatography), pot fi utilizate
pentru a elimina compusii in exces si pentru a
produce ARNm pe o scard larga, respectand
totodata reglementarile impuse de catre agentiile
care controleaza autorizarea si licentierea
producerii si vanzarii de medicamente (Good
manufacturing practice) (Kariko K, 2011; Probst
J, 2007; Pascolo S, 2006; Weissman B, 2013).

S-a demonstrat ca vaccinurile care
folosesc tehnica mARNm sunt eficiente In ceea
ce priveste expresia antigenica. Un aspect
secundar care a apdrut si care a trebuit luat Tn
calcul, a fost cd 1n acest proces structurile
secventiale si secundare formate de ARNm pot
fi recunoscute de catre o serie de receptori ai
imunitatii Tnndscute si aceasta ar putea duce la
inhibarea procesului translational si a productiei
proteice. Datoritd progreselor facute in intele-
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gerea biologiei ARN, 1n prezent existd mai
multe metode care pot fi folosite pentru cres-
terea potentei vaccinurilor ce folosesc tehnica
ARNm, cele mai importante fiind Tncorporarea
de nucleozide modificate si optimizarea codo-
nilor, care eficientizeaza procesul translational
(Anderson BR, 2010; Andries O, 2015; Meyer M,
2018; Van Gulck ER, 2006, Pardi N, 2013; Pardi N,
2017).

Conditiile speciale de transport si depo-
zitare (temperaturi scazute) a vaccinurilor
ARNm pot constitui o sursa de erori medicale,
de aceea producerea unor vaccinuri termostabile
a constituit o preocupare permanenta a cerceta-
torilor. Astfel, Alberer a demonstrat stabilitatea
vaccinului ARNm liofilizat la 5-25°C pentru 36
de luni si la 40°C pentru 6 luni (Alberer M, 2017).
Stitz a aratat ca vaccinul ARNm antirabic
incapsulat (incapsularea ARNm prevenind
degradarea produsd de RN-azd.) rezistd la
temperaturi oscilante cuprinse intre 4 si 56°C
pentru 20 de cicluri si la expunerea de 70°C,
pastrandu-si imunogenitatea (Stitz L, 2017).

Utilizarea vaccinurilor ARNm in
profilaxia unor boli infectioase

In ultimii 20 de ani, vaccinurile ARNm au
fost studiate in scopul prevenirii si tratarii
bolilor infectioase si oncologice (Pardi N, 2018;
Fiedler K, 2016). Scopul utilizarii acestora in
domeniul oncologiei este majoritar terapeutic si
se poate face prin mecanismul de inducere a
expresiei antigenelor asociate tumorii pentru
stimularea raspunsului imun mediat celular
(Coulie PG, 2014). Preventia aparitiei bolilor
infectioase se poate realiza prin inducerea unui
raspuns imun umoral cat si T celular (Pardi N,
2018; lavarone CT, 2017).

Studiile clinice au demonstrat ca
vaccinurile bazate pe tehnica ARNm prezinta
numeroase avantaje: sunt neinfectioase, nu se
pot integra in ADN-ul persoanei receptoare, be-
neficiazda de o degradare naturald, productie
rapidd si scalabild, stimuleazd raspunsul imun
inndascut, induc raspunsul imun al celulelor T si
B, nu necesitd medii de cultura, producerea lor
fiind simpla si rapida In comparatie cu vacci-
nurile clasice si constituie o solutie viabila,
rapida, salvatoare de vieti omenesti Intr-un timp
record (Rauch S, 2018)

Tehnica ARNm este folosita atit 1n
preventia bolilor infectioase la animale cét si la

om. La animale a fost demonstratd eficienta
vaccinurilor Tmpotriva virusului rabic, a
virusului Powassan dar si a altor virusuri (Pulido
MR, 2010; Saxena S, 2009; VanBlargan LA, 2018).

La om dovedirea eficacitatii in profilaxie a
vaccinurilor ARNm a fost demonstratd in cazul
gripei, rabiei, infectiei cu cytomegalovirusurile
(CMV), Chikungunya, herpesul genital, virusul
Zika, virusul respirator sincitial.

Utilizarea vaccinurilor ARNm in privinta
profilaxiei gripei a avut in vedere tulpinile A
H3N2, AH7N9 si A HIONS.

In ultimul timp mai multi cercetitori au
demonstrat inducerea unui raspuns imun
protectiv. mai mare impotriva virusului gripal
(prin evitarea producerii antigenelor necores-
punzdtoare), in situatia utilizarii vaccinurilor
ARNmMm comparativ cu cele 1n care antigenul este
produs prin cultivare pe medii celulare cu ou
(Fleeton MN, 2001; Magini D, 2016; Chahal JS,
2016, Brazzoli M, 2016; Scorza FB, 2018). Un
exemplu 1l constituie tulpina H3N2 a virusului
gripal produsa pe culturi celulare de ou cand are
loc pierderea sitului de glicozilare indusa de o
mutatie la nivelul hemaglutininei, ceea ce con-
duce la un raspuns imun insuficient impotriva
acestei tulpini. (Zost SJ, 2017; Wu NC, 2017)

Virusul gripal A (H7N9) a cauzat de la
descoperirea lui in anul 2013 si pana in prezent
1.567 de infectii diagnosticate si 615 decese,
majoritatea pe teritoriul Chinei. (WHO, 2021)
Diversitatea geneticd a acestor tulpini care
cauzeaza gripa aviara ridicd importante
probleme de sdnatate Tn comunitdtile asiatice.
(Su S, 2015)

In contextul aparitiei numeroaselor varian-
te de virus gripal, Intre anii 2015 si 2018 au fost
derulate doua studii clinice de fazd I care au
cercetat doua formule de vaccin ARNm impo-
triva virusului gripal A, tulpinile HIONS8 si
H7N9, pe 201 respectiv pe 156 de adulti
sandtosi, in scop profilactic. —Rezultatele
studiilor au aratat ca primele vaccinuri ARNm
impotriva acestor tulpini virale au fost bine
tolerate si au indus un raspuns imun umoral
optim. (Feldman RA, 2019)

Rabia constituie o boald zoonotica pre-
venibila prin vaccinare, prezentd in mai mult de
150 de tari, care poate determina moartea a zeci
de mii de pacienti infectati anual, Tn special pe
teritoriul african si pe cel asiatic. Aproximativ
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40% din pacientii infectati sunt copii cu varste
mai mici de 15 ani. Odatd aparute simptomele
rabiei, decesul este aproape o certitudine, de
aceea orice muscaturd potential infectanta
trebuie tratatd cu celeritate inclusiv prin admi-
nistrarea vaccinului antirabic. (WHO, 2020)

In ceea ce priveste studiile clinice impo-
triva virusului rabic, au fost cercetate doua for-
mule de vaccin bazat pe tehnica ARNm, ambele
in faza I, cu scop profilactic, efectuate pe 53,
respectiv. pe 101 participanti sandtosi. Unul
dintre studii a durat cinci ani, Intre octombrie
2013 si februarie 2018, iar cel de al doilea,
inceput in octombrie 2018 este incd in desfa-
surare si va fi finalizat in anul 2023. Autorii au
demonstrat cd vaccinarea profilacticd cu vaccin
ARNm Tmpotriva rabiei induce o productie de
anticorpi functionala si stabilda Tmpotriva anti-
genului viral, in situatia in care administrarea
prin injectare se face folosindu-se un dispozitiv
fara ac. Urmadrirea aparitiei reactiilor adverse in
urma administrarii vaccinului a conturat un
profil de sigurantd bun. (Alberer M, 2017)

Citomegalovirusul este comun tuturor ca-
tegoriilor de varsta si se estimeaza cd pana la
varsta de 40 de ani, jumatate dintre adulti au
fost infectati. Totusi, nu toate persoanele infec-
tate dezvoltd boala in mod normal, cei mai
afectati fiind nou-nascutii. Citomegalovirusul se
numdra printre cele mai frecvente surse de
infectii congenitale, infectia neonatala ridicand
importante probleme de sanatate, cea mai
frecventa fiind pierderea auzului. (CDC, 2020)

Pentru profilaxia infectiei cu citomega-
lovirus au fost studiate doua formule vaccinale
folosind tehnica ARNm, unul dintre studii
desfasurandu-se intre 2017 si 2020, iar cel de al
doilea, inceput in decembrie 2019, fiind inca in
desfasurare. Numarul de participanti inclusi a
fost semnificativ, 181, respectiv 452 de adulti
sanatosi, rezultatele nefiind Tnca disponibile.

Incepind cu  anul 2004  virusul
Chikungunya s-a rdspandit pe noi teritorii
cauzand o problema globald si avand un potential
epidemic semnificativ. Acest virus a cauzat
milioane de infectari pana in prezent, insd nu au
fost descoperite nici terapia etiologica antivirala,
nici metoda profilactica prin vaccinare eficace.
(Silva LA, 2017)

Trialul clinic de faza I desfasurat intre
1anuarie 2019 si iunie 2021 pentru profilaxia

infectiei cu virusul Chikungunya a inclus 39 de
adulti sanatosi, iar rezultatele sunt indisponibile.
(clinicaltrials.gov)
Incepand de la finalul anului 2019 si pana
in prezent pandemia cu noul coronavirus a
cauzat mai mult de 135 446 500 de infectii con-
firmate si peste 2 927 900 decese, afectand 223
de tari sau teritorii de pe tot globul. (WHO, 2021)

Pentru profilaxia infectiet cu noul
coronavirus au fost desfasurate mai multe studii
clinice care au cercetat formule vaccinale bazate
pe tehnica ARNm. In martie 2020 a fost inceput
un studiu clinic interventional de fazd 1, care
include 120 de adulti sdnatosi. Vaccinul ARNm
a indus un raspun imun optim in cazul tuturor
participantilor si nu au fost identificate limitari
ale studiului legate de siguranta administrarii.
Reactiile adverse au fost majoritar usoare sau

moderate. Doza de 100ug a indus un titru
crescut de anticorpi neutralizanti, comparativ cu
doza de 25ug, ceea ce sustine derularea unui

studiu de fazd 3 folosind doza de 100pg.
(Anderson BR, 2020; Jackson LA, 2020)

In iulie 2020 a fost inceput studiul clinic
de faza 3, care include 30.420 de adulti sandtosi.

Alt studiu clinic de faza I, II si III, care
include 43998 de adulti sdnatosi a fost inceput
in aprilie 2020.

In prezent exista doud vaccinuri ARNm
aprobate de EMA (European Medicines
Agency) pentru profilaxia infectiei cu Sars-Cov-
2 (clinicaltrials.gov) vaccinul produs de Pfizer-
BioNTech (Comirnaty) si vaccinul Moderna,
produs de compania americana cu acelasi nume.

Concluzii

Desi preocuparea descoperirii de noi
tehnici de fabricare a vaccinurilor pe baza de
ARNm dateaza de peste 20 de ani, in cazul
gripei, rabiei, infectiei cu citomegalovirus,
Chikungunya, aceasta s-a concretizat si pus in
practica abia la sfarsitul anului 2020, atunci
cand pandemia cu SARS-COV 2 a creat condi-
tiille necesare. Acestea sunt legate de urgentarea
studiilor clinice, de aprobarea utilizarii vaccinu-
rilor bazate pe aceste noi tehnologii, asigurarea
transportului corespunzator respectand tempera-
turile mici de pastrare/ depozitare si nu in
ultimul rand resursele financiare necesare pentru
derularea tuturor acestora, astfel incit populatia
sd poatd beneficia de aceste produse imunobio-
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logice intr-un timp cat mai scurt. Dezbaterea
legata de rapiditatea dezvoltarii acestor noi
vaccinuri continud nefundamentat in ciuda
tuturor acestor evidente care demonstreaza cd de
fapt ideea nu este deloc noud si nu este deloc
netestata, (supunand populatia unui risc major)
ci este o idee revolutionard care a demonstrat ca
printr-un efort colectiv se poate produce un
vaccin cu un profil de sigurantd bun, eficient si
care 1n plus poate sa performeze, asigurandu-se
necesarul de vaccinuri Intr-un timp scurt chiar si
in situatia aparitiei unor noi variante ale
coronavirusului.
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